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裙带菜配子体基因工程选择标记的研究
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摘要 :研究了裙带菜 (Undaria pinnati f i da) 配子体对除草剂草丁膦的敏感性以及温度对草
丁膦处理效果的影响。结果表明 ,裙带菜配子体对草丁膦敏感 ;统计学分析得出了草丁膦在
不同温度条件下处理裙带菜配子体的半致死浓度 (LD50 ) 及 95 %可信限 ;温差达到 10 ℃时 ,

相同处理时间各组内不同处理温度样品的 LD50之间呈现显著差异 ,第 6 天的 LD50由 10 ℃组
的 15. 78 mg/ L 降为 20 ℃组的 11. 56 mg/ L 和 25 ℃组的 10. 33 mg/ L 。研究发现可以尝试采
用草丁膦作为裙带菜配子体遗传转化的选择试剂。
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　　大型海藻遗传转化研究始于 20 世纪 90 年代初 ,

目前已经建立了以海带为代表的大型海藻遗传转化
模型 [1～3 ] ,在此基础上进一步实现了裙带菜的遗传转

化 [4 ] 。已有的大型海藻遗传转化模型由于包含海上

安全栽培操作流程 ,因此面临转基因安全性问题 [5 ] 。
褐藻配子体克隆的分离和大规模营养生长是比较成
熟的技术 ,因此将大型褐藻配子体作为转化受体 ,筛
选出转化克隆后直接利用其营养生长来积累转基因
产物成为一个新的研究方向 [6 ,7 ] 。筛选是转基因研

究的关键步骤 ,采用适当的选择标记基因 ,以及相应
的选择试剂能够高效地挑选出转化子。除草剂草丁
膦 (有效成分为 phosphiothricin ,或 PPT) 及其抗性基
因 bar筛选系统能够用于海带配子体转基因研究。
裙带菜与海带同属褐藻 ,生物学上有很大的相似性 ,

另一方面与海带相比裙带菜配子体具有生长速度
快 ,适温范围广的优点 ,因此从应用角度来看 ,比海带
更适合作为转基因生物反应器。

作者研究了裙带菜配子体在其生长适宜温度范
围内对除草剂草丁膦的敏感性 ,并比较了温度对草
丁膦处理效果的影响。

1 　材料与方法

1. 1 　材料及试剂
裙带菜 (Undaria pinnati f i da) 配子体克隆由本

实验室保存 ,培养液所用海水取自中国科学院海洋
研究所实验海水处理系统 ,经过滤、煮沸、冷却后加营
养盐 ,使终浓度为 N :0. 43 mmol/ L ,P :0. 019 mmol/ L ,每
周更换 1 次培养液 ;培养瓶固定在置于光照培养箱中

的振荡器上 ,光强为 500 lx ,光暗周期为 14 h :10 h。
除草剂草丁膦 (德国 Bayer 公司产品) 由中国科学院
遗传研究所李文彬研究员惠赠。Sigmacote 购自美国
Sigma 公司 ,其他试剂均为国药集团沪试牌分析纯试剂。

1. 2 　方法
选取生长健康的裙带菜配子体 ,在洁净工作台中

用灭菌载玻片的磨砂端将配子体细胞簇小心地分散
开 ,按密度 2 ×104 个/ mL 分别加入各组瓶中 ,弱光
恢复培养 1 d。为防止研开的配子体贴壁 ,三角瓶预
先用 Sigmacote 进行硅烷化处理。实验温度设定为
10. 0 ,15. 0 ,20. 0 , 25. 0 ℃,温度波动为 ±0. 5 ℃。草
丁膦终浓度梯度设置为 0 ,4 ,8 ,16 ,32 ,64 mg/ L ,每组
样品 3 个平行。每天用 NIKON 多功能显微镜的明
视场和荧光视场观察各组样品处理情况并统计死亡
率。

1. 3 　统计学分析
1. 3. 1 　LD50及其 95 %可信限的确定

采用寇氏法 ( Karber) [8 ] 计算草丁膦处理裙带菜

配子体的半致死浓度 (LD50 )及其 95 %可信限。计算
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公式如下 :

lgLD50 = Xm - i ( ρ P - 0 . 5)

式中 , Xm 为最大剂量的对数值 ; i 为相邻剂量比值的
对数 ; ρ P为各实验组配子体死亡率的总和 (以小数
表示) 。

lg N = lgLD50 ±1. 96 S lgLD50

式中 , N 为LD50 的 95 %可信限;SlgLD50 = i[ ρ ( pq/ n) ]1/ 2 ,

p为一个组的死亡率 , q为一个组的存活率 , n为每次各组
统计配子体总数。
1. 3. 2 　不同温度条件下 LD50差异的显著性检验

按两个一对分别检验相同处理时间各组内不同
处理温度样品的 LD50 差异的显著性。可通过计算
Ki , j和 f i , j的比值来判断差异是否显著 ,如果 Ki , j 大
于 f i , j (即 Ki , j / f i , j > 1)则两个 LD50有显著差异。

其中 Ki , j = 较大的 LD50值/ 较小的 LD50值 ;

f 为 LD50的 95 %可信限因子 (可信限两端的值
分别为 LD50 ×f 和 LD50 / f ) ,

f i , j = antilog[ (lg f i) 2 + (lg f j ) 2 ]1/ 2

2 　结果

2. 1 　草丁膦敏感性
草丁膦处理两天后 8 mg/ L 以上各组均可观察

到比较明显的致死效果 ,表现为从各个藻丝段分枝

的端部开始变绿而后逐渐变白、空化。荧光视野观察
发现配子体藻丝段内部叶绿体的荧光消失 ,配子体
细胞已经开始死亡。在实验温度范围内 ,低质量浓度
(32 mg/ L 以下)的草丁膦致死作用较弱 ,只能起到抑
制生长或部分杀死的作用 ,最终只观察到各实验组
有部分配子体藻丝段死亡 ;高质量浓度 (64 mg/ L) 处
理组 ,配子体在 6 d 处理时间内完全死亡。在实验温
度范围内 ,裙带菜配子体对草丁膦的耐受剂量呈现
随温度升高而下降的趋势。10 ℃时草丁膦在质量浓
度 32 mg/ L 时不能完全杀死裙带菜配子体细胞 ,而
当温度升高到 25 ℃,配子体细胞死亡率即可达 100 %
(图 1) 。

2. 2 　统计分析
采用寇氏 ( Karber) 法得出裙带菜配子体在处理

第 3～6 天时 ,不同处理温度样品的 LD50及其 95 %可
信限 (图 2) 。显著性分析结果表明升高温度可提高
致死效果 :草丁膦在相同处理时间组内温差达到
10 ℃以上时 LD50 剂量之间呈现出显著性差异 ;在
20 ℃以上相同处理时间组内温差达到 5 ℃即可表现
出 LD50的显著性差异。第 6 天的 LD50 由 10 ℃组的
15. 78 mg/ L 降为 20 ℃组的 11. 56 mg/ L 和 25 ℃组的
10. 33 mg/ L (表 1) 。

图 1 　不同质量浓度草丁膦对不同温度下裙带菜配子体的致死情况

Fig. 1 　The let hal effect of PP T at different temperatures
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图 2 　不同温度条件下草丁膦处理裙带菜配子体 3～6 d 的 LD50及 95 %可信限

Fig. 2 　The LD50 and 95 % Confidence Range of PP T for t reating gametophytes at different temperatures

表 1 　不同处理温度条件下草丁膦 LD50的 95 %可信限统计及差异的显著性分析

Tab. 1 　Signif icance analyse of LD50 95 % Conf idence Range of PPT at different temperatures

处理

时间
样品

处理

温度

( ℃)

LD50

(mg/ L)

LD50的 95 %

可信限 (mg/ L)
　　

组内差异显著性分析 ( Ki , j / f i , j)

　b2a 　　b2c 　　　c2a 　　c2d 　　　d2b 　　　d2a 　

第
3
天

a 10 32. 59 28. 14～37. 76

b 15 31. 22 26. 57～36. 68 0. 84 0. 98

c 20 25. 32 21. 47～29. 85 1. 03 1. 14

d 25 22. 97 19. 52～27. 03 1. 08 1. 14

第
4
天

a 10 25. 42 21. 37～30. 25

b 15 23. 02 19. 70～6. 91 0. 87 1. 01

c 20 18. 17 15. 46～1. 36 1. 10 1. 15

d 25 16. 73 14. 30～19. 58 1. 10 1. 20

第
5
天

a 10 20. 27 17. 22～23. 86

b 15 17. 77 14. 98～21. 07 0. 90 0. 97

c 20 14. 54 12. 53～16. 89 1. 12 1. 02

d 25 11. 90 10. 17～13. 93 1. 18 1. 36

第
6
天

a 10 15. 78 13. 45～18. 51

b 15 13. 17 11. 40～15. 22 0. 97 0. 93

c 20 11. 56 10. 07～13. 27 1. 11 1. 10

d 25 10. 33 8. 86～12. 04 1. 03 1. 22

3 　讨论

海洋生物反应器是海洋生物技术研究的热点 ,

海洋藻类基因工程目的之一就是将海洋藻类作为新

型的生物反应器 ,把外源基因导入其中 ,表达出目的

基因产物。由于大型海藻的生物学特殊性 ,筛选是其

遗传转化研究的难点 ,目前发现海带和裙带菜幼孢

子体对氯霉素和潮霉素较敏感 [9 ,10 ] 。作者对裙带菜

配子体的初筛结果显示其对氯霉素的耐受浓度达到

700 mg/ L 以上 ,远远高于幼孢子体的耐受限度 ,氯霉

素不适于用作转基因裙带菜配子体的选择试剂 ,但可

以考虑作为裙带菜配子体无菌培养的除菌剂使用。

作者研究了裙带菜配子体在不同处理温度条件

下对草丁膦的敏感性。统计分析结果显示 ,裙带菜配

子体对草丁膦非常敏感 ;10 ℃处理条件下草丁膦 3 d

的 LD50为 32. 59 mg/ L ;裙带菜配子体较其幼孢子体
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对草丁膦有更强的耐受能力 [11 ] ;升高温度能显著提

高草丁膦的致死效果 ,当各个浓度实验组的处理温

度从 10 ℃升高到 25 ℃时 ,草丁膦的 LD50值均显著下

降 ,其中第 5 天最明显 ,降幅近 50 %。海带配子体对

草丁膦敏感性研究也有类似的结果 [6 ] 。广谱除草剂

草丁膦能通过抑制植物体内唯一解氨毒的谷氨酰胺

合成酶导致植物死亡 [12 ,13 ] ,升高温度提高其致死效

率可能的原因是 :配子体生长速度加快 ,但是由于草

丁膦抑制了细胞内氨的同化作用 ,从而导致氨的迅

速积累 ,最终引起叶绿体解体 ,细胞死亡 [14 ] ;另一个

可能的原因是升高温度增加了细胞膜的流动性和通

透性 ,因此草丁膦可以快速渗入 ,达到致死浓度 ;是否

还有其他原因有待于深入研究。

草丁膦在陆生植物转基因方面有广泛应用 [12 ] ,

近年来开始用于藻类基因工程研究 [15 ,16 ] ,也是目前

发现海带和裙带菜对其敏感的少数筛选剂之

一 [11 ,17 ] 。草丁膦抗性基因 bar 转化海带配子体的研

究结果表明草丁膦可以作为海带配子体遗传转化的

选择试剂。本实验结果提示 ,草丁膦可能成为适合转

基因裙带菜配子体生物反应器的选择试剂 ,而且可

以通过提高处理温度的方法来降低草丁膦的用量或

缩短筛选时间。
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Abstract :The sensitivity of Undaria pinnati f i da gametophytes to PP T (phosphiothricin) at different
temperatures (10. 0 , 15. 0 , 20. 0 , 25. 0 ℃, ±0. 5 ℃) was tested. The result s of LD50 and 95 % Confidence
Range of PPT showed that U . pinnati f i da gametophytes were sensitive to PPT ; increasing the cultivation
temperature could significantly decrease the LD50 of PPT. At the sixth day , the LD50 dropped f rom
15. 78 mg/ L at 10. 0 ℃to 11. 56 mg/ L at 20. 0 ℃and 10. 33 mg/ L at 25. 0 ℃. The result s mentioned above in2
dicated that PPT could be a promising selective pressure for U. pi nnati f i da gametophytes t ransgenic research.

(本文编辑 :张培新)

(上接第 63 页)

Study on the sediment transport direction on the beach of Taozi
Bay , Yantai
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Abstract :Sieve analysis method has been adopted to get the grain2size characters of 66 samples which
picked f rom the surface layer on the beach of Taozi Bay , and the result indicates : The sediment s on the beach
of Taozi Bay are medium2fine sands , standard deviations are small , they normally have a good sorting , and are
symmetrical or a little negatively skewed and the single modal of grain2size dist ribution was built . The sedi2
ments are typical beach sands. Grain2size diameters and standard deviations decrease normally f rom the mouth
of the Jiahe River towards East and West along the Taozi Bay beach. Owing to the jetty interrupt , sediment s
along the beach deposit in the eastern and make erosion in the western of the jetty. The characteristics of grain2
size and the beach topography reveal that the sediment t ransport direction along the Taozi Bay beach is f rom
the mouth of the Jiahe River towards respectively east and west sides. This research is the scientific basis of
how to protect the beach at the bathing2beach of Development Zone in Yantai , and also the basis of how to uti2
lize the coast of Zhifu Island tombolo in reason.

(本文编辑 :刘珊珊)
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